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Nota do autor

A vida nunca foi logica, tampouco parece I6gica a via que me conduziu a esta
analise do que seria uma possivel contribuicdo a ciéncia. Entretanto, ao longo de qua-
renta anos de militdncia na pesquisa sobre a doenca de Chagas foi possivel, neste pon-
to, avaliar como tem sido o percurso da producdo do conhecimento que, finalmente,
aparece em forma de capitulos deste livro.

O olhar retrospectivo mostra uma periodicidade nesta forma de prestacdo de
contas perante a sociedade que patrocinou a produgdo cientifica. Se dissesse ao leitor
que ndo planejei fazé-la, poderia ser reprovavel, diante da exigéncia de alguns foéruns de
estringéncia que admitem que o intuitivo néo participe significativamente do processo
de construcdo do conhecimento. Porém, seria recomendavel usar uma citagdo como
alibi: “Intuicdo é o que vocé ndo sabe que sabe, mas sabe”, frase que li na autobiografia
do genial Tostdo. Mais além, esta prestagdo de contas pode evidenciar a idéia de que
gostaria de continuar sendo depositario da confianca da sociedade.

Intuitivamente, parei para lancar olhar retrospectivo a cada dez anos. Em 1977,
escrevi 0 capitulo Immunoprophylaxis against Chagas disease, do livro Immunity
to blood parasites ofanimals and man, da série Advances in experimental medicine and
biology, editado por L. H. Miller,J. A. Pino e J.J. McKelveyJr., Pienun Press, New York.
Em 1987, convidado pelo editor E. S. L. Soulshy, escrevi o capitulo The stercorarian
trypanosomes para o livro Immune responses in parasitic infections: immunology, immu-
nopathology and immunoprophylaxis, CRC Press, Boca Raton, Florida. Novamente, em
1996, convidado a contribuir para o capitulo “Autoimmunity in Chagas Disease”, do
livro Microorganisms and autoimmune diseases, da série Infectious Agents and Pathogene-
sis, editado por H. Friedman, N. R. Rose, M Benedelli, Plenum Press, London. E, em
2006, convidado para contribuir com o artigo de revisdo “Evolution and pathology in
Chagas disease”, para o conceituado jornal cientifico Memorias do Instituto Osvcaldo
Cruz, do Rio de Janeiro. Essa freqiiéncia na apresentacdo de artigos de revisdo, que
considero parcimoniosa, pode ser explicada no mundo cientifico, que considera a pro-
ducdo da verdadeira contribuicdo ao conhecimento novo mais significativa que o papel
de sua divulgagéo.
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A percepcdo desse segundo livro nasceu de negociacBes com os editores de
jornais cientificos que cederam o direito sobre os artigos antes publicados na lingua
inglesa. Esta também foi a génese do primeiro livro, intitulado Doenca de Chagas e ou-
tras doengaspor trypanossomos, publicada pela Editora Universidade de Brasilia/CNPq
em 1987. No prefécio do livro, 0 saudoso Professor Phillip Marsden destaca:

Um dos maiores problemas em biomedicina ainda é a comunicacdo. Por
exemplo, quem no Brasil tem conhecimento dos avancos recentes, neste
campo, que se conquistaram na China e na Unido Soviética? Um fator do-
minante deste isolamento que atinge muitos povos € a linguagem. Nao se
prevé o advento de um esperanto cientifico neste momento. Uma solugéo
parcial é publicar o material de referéncia (til em mais de uma lingua.

Sigo até hoje essa recomendacao de Phil Marsden. Dessa forma, o livro foi elaborado
para o acesso do leitor curioso, que ndo necessariamente se limita ao especialista.

Outra constatacao que pode ser feita pelo leitor ao seguir para as proximas pa-
ginas é que Guimardes Rosa estava certo ao afirmar: “Ciéncia é mutirdo de muitos”.
A construgdo coletiva do saber é marca de quatro décadas de experiéncia descrita
aqui. Jamais esta obra teria sido possivel se 0 autor ndo tivesse tido a felicidade de
juntar jovens de diversas origens, tendo como Unico argumento a forca da idéia na

investigacdo de uma doenca intrinsecamente presente na vida das familias. E nada

mais pode ser dito, pois jamais foi garantido o que vai acontecer na pesquisa feita no

Brasil no ano seguinte. E, finalmente, o melhor de tudo: a vida é algo muito precioso
para ser dedicada a segunda coisa que mais se ama. Feita a escolha, chegam as forcas
necessarias a construgédo do saber.

Tenho enorme débito com todos que contribuiram direta ou indiretamente
com a realizacdo do trabalho apresentado neste livro. Muitos deles, que permanecem
no anonimato, tiveram uma participacao significativa na organizagdo dos meios para
execucdo do trabalho. Outros, os colaboradores, sdo reconhecidos pelos nomes na lite-
ratura citada na obra. Os agradecimentos estendem-se as fontes de fomento a pesquisa
e a pés-graduagdo: Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Ministério da Ciéncia e Tecnolo-
gia, Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) Ministé-
rio da Educacéo, Diviséo de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Salde e Fundacéo
de Empreendimentos Cientificos e Tecnolégicos (Finatec).

Sou particularmente reconhecido a Universidade de Brasilia (UnB), que ao lon-
go desses anos me tem oferecido a ambiéncia aconchegante essencial para o cum-
primento da missdo compartilhada na produgdo e na transmissdo de conhecimento
novo. O reconhecimento estende-se a Universidade Federal de Minas Gerais, que me
acolheu e me concedeu o titulo de Doutor mediante defesa direta de tese. Agradego
ainda a Cornell Medical College e a outras instituigdes no exterior que me ajudaram
no ritual de passagem em busca de conhecimento.

O livro foi escrito com o cuidado necessario, de forma que cada informacéo
expressa em frase ou paragrafo esta sustentada em citagdes que identificam a origem



do conhecimento empregado na elaboracdo do conceito. Possivelmente, uma inten-
¢do do autor foi dar continuidade ao seu papel de instigador da discussdo pertinente
ao tema. Nesse particular, cuidou-se de fazer um livro ndo dogmatico, provocativo e
mesmo polémico no sentido de que o progresso da ciéncia requer o embate das idéias
expostas com foco no conhecimento e com auxilio da tolerancia, pratica verdadeira-
mente religiosa na época em que vivemos.

Brasilia
Novembro de 2006

Nota do autor
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Capitulo 15

Perspectiva de novas drogas para
tratamento da doenca de Chagas

|Izabela M. Dourado Bastos, David Neves, Metre Lima,
Gloria Restrepo-Cadavid eJaime Santana

A pesquisa cientifica tem identificado e caracterizado alvos especificos para o de-
senvolvimento e a acdo de potenciais farmacos para tratar a doenca de Chagas. Uma etapa
crucial do ciclo biolégico desse protozoario no hospedeiro vertebrado é sua entrada na
célula mamifera. Enzimas que participam ativamente desse processo sdo naturalmente
boas candidatas a alvos de drogas. Apds a invasdo celular, as formas tripomastigotas de T.
cruzi precisam se diferenciar em amastigotas para crescer. A inibicdo de enzimas-chaves do
catabolismo de agUcares, da sintese de lipideos, da digestdo de proteinas internalizadas do
hospedeiro e da via de salvacéo de purinas poderia resultar em interrupgéo do crescimento
do parasito, 0 que faz dessas enzimas potenciais alvos de drogas. Apos povoar a célula,
as amastigotas precisam se diferenciar em tripomastigotas para sair da célula e infectar
outras, reiniciando o ciclo. Bem adaptado ao ambiente intracelular, o T. cruzi pode utilizar
vias diferentes de infecgdo e de diferenciagdo. Por isso mesmo, a melhor estratégia para o
desenvolvimento de drogas para tratar a doenca de Chagas reside na concepgdo plural de
farmacos, ou seja, considerar como alvos varias enzimas envolvidas em processos fisiolo-
gicos diferentes. Dessa forma, um coquetel de drogas seria eficiente para tratar a infeccdo
pelo T. cruzi. Outra etapa importante no desenvolvimento de uma droga € a determinacao
da estrutura tridimensional do alvo. O conhecimento da sua arquitetura facilita o desenho
de novos farmacos a partir do sitio ativo. Acredita-se que essas estratégias levem a obtencao
de drogas eficientes e com pouco efeito colateral para o tratamento da doenga de Chagas.

Introducéo

Um dos objetivos da biologia e da medicina é a busca de drogas para tratar
doencas que acometem seres vivos, particularmente o homem. Pér um fim ou, pelo



Izabela M. D. Bastos - David Neves - Metre Lima - Gloria

Restrepo-Cadavid -Jaime Santana

182

menos, diminuir a dor e propiciar qualidade de vida aos doentes é fungdo da ciéncia e
dever dos cientistas. Apds quase um século da historica descoberta da doenca de Cha-
gas, ainda ndo existe medicamento efetivo para seu tratamento, e os chagasicos conti-
nuam sucumbindo as manifestacGes cronicas dessa grave enfermidade. A possibilidade
de descobrir a importancia de uma enzima ou de uma via metabolica ndo se resume
apenas a satisfacdo da curiosidade humana, mas também é fundamental para o desen-
volvimento de farmacos que sirvam para combater as mais diferentes enfermidades
que ainda acometem os homens. A inibigdo de uma atividade enzimatica importante
na manutencédo da vida de parasitos pode significar o primeiro passo para o descobri-
mento de inibidores especificos cuja atividade resultaria na interrupgéo de seu ciclo de
vida. O progresso cientifico nas areas de biologia em interface com a quimica, a fisicae
a bioinformatica tem propiciado a identificagdo e a caracterizacdo de alvos especificos
para o desenvolvimento e a agdo de potenciais farmacos para tratamento da doencga de
Chagas. Este capitulo descreve as varias frentes de estudo que visam a identificar alvos
eletivos de drogas contra o T. cruzi.

Proteases

Cruzipaina

A importancia da atividade da cruzipaina para o ciclo de vida do 7? cruzi tornou
estaenzima um dos alvos de drogas mais estudados nos parasitos. A cruzipaina é con-
sideradauma das proteinases mais abundantes do T. cruzi. Sua expressao é determina-
da por varias copias génicas, algumas distintas, 0 que promove a produgao de diversas
isoformas. Diferem entre si, essencialmente pelas caracteristicas de seus dominios
C-terminais, nas suas seqiiéncias de aminoacidos e no padrao de N-glicosilagéo.
A cruzipaina é sintetizada como uma pré-"roforma que é direcionada aos lisossomos
apos ser ativada por meio de autoclivagem, resultando na remogao do pré-peptideo nas
vesiculas distais do complexo de Golgi. A cruzipaina apresenta ampla especificidade
catalitica, uma vez que hidrolisa varias proteinas nao relacionadas.1,2 Essa caracteris-
tica enzimatica associada a localizagdo lisossdmica relaciona a cruzipaina ao processo
de nutrigdo do parasito por meio de hidrélise de proteinas e peptideos. Sua atividade
tem sido correlacionada ao desenvolvimento do T. cruzi e a sua relagdo com a célula
hospedeira.3 A cruzipaina libera agonistas de quinina a partir do quininogénio que se
liga a receptores do tipo B2R promovendo a liberacdo de [Ca2+] no interior da célula
hospedeira, o que facilita a entrada do parasito.34

O tratamento de epimastigotas com inibidores de cisteino-proteases, derivados
da classe vinil sulfonas, resultou em acimulo da cruzipaina ndo processada nos com-
partimentos vesiculares provocando anormalidades no complexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico.5 Consequientemente, foi observada uma interrupgdo no trafego de
proteinas e morte do parasito apds 48 horas de tratamento. No modelo experimental
murino da doenca de Chagas aguda, um desses inibidores teria produzido aproxi-



madamente 50% de cura parasitologica. Esse tratamento (oral) preveniu a infiltragdo
linfocitaria da lesdo miocéardica e 0 estabelecimento de ninhos de amastigotas. Em
adicdo, esses inibidores teriam promovido uma cura no estagio crénico da doenca sob
um regime de 21 dias de tratamento.f

Posteriormente, esse mesmo inibidor, também denominado K777, foi empre-
gado em outro modelo animal para testar sua eficiéncia no tratamento da doenca de
Chagas.7 Nesse estudo, um grupo de trés cdes foi infectado com tripomastigotas meta-
ciclicos e tratado com duas doses diarias de 50 mg/kg de K777 durante 14 dias. Apesar
de ndo ter havido cura parasitoldgica, os animais tratados apresentaram diminuicéo
significativa das lesGes cardiacas em comparagdo aos animais controles.

Catepsina B

Sintetizada como uma pré-pr6-enzima, a catepsina B é uma cisteino-protease de
30 KDa expressa nas trés formas do parasita, localizada nos lisossomos.8 Sua relevancia
na nutricdo do parasita pode ser sugerida pela hidrélise de substratos nédo relacionados,
tais como BSA, colageno tipo |, gelatina,$ fibrinogénio e 1gG desnaturada.y Além do seu
envolvimento na nutri¢cdo ou como conseqiiéncia deste, a catepsina B também esta rela-
cionada com a diferenciacdo do parasito. Isso foi observado por meio da superexpressao
do seu gene em epimastigotas, 0 que promoveu um incremento na taxa de replicacéo e
metaciclogénese do parasito.l) Tal processo parece dependente da acdo da catepsina B na
renovacao de proteinas celulares, que ocorre intensamente durante a metaciclogénese ou,
por contribuir para producdo de aminoécidos livres, fundamentais para 0 metabolismo
energético do parasito.

Outro aspecto importante é que pacientes chagasicos apresentam elevados niveis
de anticorpos especificos contra a catepsina B. No entanto, a ligagdo do anticorpo nao
resulta em inativacdo da enzima.ll Tal propriedade sugere que a catepsina B liberada no
meio extracelular poderia clivar proteinas/peptideos do hospedeiro vertebrado e contri-
buir com a fisiopatologia da doenca de Chagas.

Ainda ndo existem relatos sobre a utilizacdo de inibidores da catepsina B para
tratar a doenca de Chagas experimental. Pelo fato de ela e da cruzipaina compartilharem
muitas propriedades bioquimicas, como a susceptibilidade a inibidores, fica dificil alegar
que muitas das funces atribuidas a cruzipaina ndo sejam também exercidas pela catep-
sina B.> No entanto, a acdo do inibidor Z-(SBz)Cys-Phe-CHNZ2 contra a cruzipaina
mostra ser seletiva comparada a catepsina B. A inducéo de resisténcia do T. cruzi a esse
inibidor foi associada com uma diminuicdo dos niveis de cruzipaina, cuja compensagao
foi obtida pelo aumento da expresséo de catepsina B. Como conseqiiéncia, foi constatada
uma diminui¢do na metaciclogénse do T. cruzi resistente sem afetar sua viabilidade.1

Proteases da familia prolil oligopeptidase (POP)

O fato de a prolina ser um imino ao invés de aminoacido faz com que sua
divagem seja efetuada por proteases especializadas e especificas do tipo prolil oligo-
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peptidase e dipeptidil peptidase, cujos sitios cataliticos sdo adaptados a estrutura do
residuo. Essa caracteristica é bastante vantajosa no que concerne ao desenvolvimento
de inibidores especificos. Uma outra vantagem, talvez evolutiva, resulta no fato de que
essas enzimas clivam somente substratos apds residuos de prolina. Por isso, elas sdo
expressas diretamente na sua forma ativa, sem a necessidade de processamento pos-
traducional nem de modulador, evitando dano proteolitico para a célula.

Essas duas proteases pertencem a familia de prolil oligopeptidase (SC9), que
inclui também a oligopeptidase B e a acilaminopeptidase. Embora essas duas ultimas
ndo clivem apds residuo de prolina, elas teriam estruturas similares. As atividades de
membros da familia POP estéo relacionadas com ativacéo ou inativagdo de peptideos
hormonais e neuropeptideos.13 !4 Dessa forma, tem sido proposto que essas proteases
podem estar implicadas em diferentes processos fisioldgicos, como, por exemplo, re-
gulacdo da pressdo sangiiinea, homeostase, glicemia, neurotransmissdo e formacdo da
memoria.1516 Assim, a atividade anormal dessas enzimas pode ter um papel importante
no desenvolvimento de doencas, tais como o mal de Alzheimerl? e mania-depressao.

A seguir, veremos algumas caracteristicas de POPs de T. cruzi e como elas con-
tribuem para o processo de entrada do parasita na célula hospedeira que nédo fagocita.

1) Prolil oligopeptidase

Uma caracteristica essencial do ciclo de vida do T. cruzi em células hospedei-
ras é sua habilidade de infectar e replicar-se no interior de varios tipos celulares.l8 O
sucesso da infeccdo pelo parasito vai depender, em um primeiro momento, da sua ca-
pacidade em migrar através da intrincada matriz extracelular (ME), e assim ter acesso
a superficie da célula hospedeira. Para que isso ocorra, o parasito dispde de proteases
que hidrolisam proteinas abundantes constituintes da matriz extracelular, como cola-
geno, fibronectina e laminina. Uma das proteases candidatas a esse processo é a prolil
oligopeptidase de T. cruzi (POP Tc80) que hidrolisa colagenos dos tipos | e 1\VV19 e fi-
bronectina2l em vérios sitios de divagem (ap6s prolinas). Essa atividade colagenolitica
foi demonstrada in situ sobre mesentério de rato, tecido rico em colageno do tipo I; é
comparavel a colagenase de Clostridium,19 bactéria altamente invasiva.

O envolvimento da POP Tc80 no processo de infeccdo do parasito foi esclareci-
do pelo uso de inibidores seletivos, uma vez que a taxa de inibicdo da POP humana é
sessenta vezes menor que a da POP Tc¢80. Essas moléculas inibem, in vitro, a entrada
de formas tripomastigotas em diferentes tipos de células ndo fagociticas, de forma
dose-dependente, com IC50 variando entre 10 e 20 pM. E importante citar que esse
bloqueio da invasao nédo foi resultado de um efeito citotdxico desses inibidores, visto
que sob as doses utilizadas no estudo ndo houve alteracdo na mobilidade do parasito
ou na proliferacdo das células hospedeiras. Tampouco foi decorrente da inibi¢do da
ancoragem do parasito a membrana celular, primeiro passo para a invasao da célula
hospedeira. De fato, 0 bloqueio da entrada do tripomastigota na célula foi um pro-
cesso ativo mediado por transducdo de sinais, que resulta no recrutamento e na fuséo



de lisossomos da célula hospedeira no sitio de ligacdo do parasito, como veremos mais
adiante.

A POP Tc80 também poderia facilitar a invasdo por meio da liberacéo de pro-
teinas da membrana do parasito, necessarias para penetracao, que estariam ligadas a
componentes da ME. Em adic¢do, proteinas da ME conectam-se a membrana da célula
hospedeiravia integrinas e uma hidroélise local destas pela POP Tc¢80 poderia desenca-
dear sinais que rearranjam o citoesqueleto?! (Figura 15.1). Como a principal funcdo de
POPs ¢é a divagem de peptideos biologicamente ativos, a POPTc80 poderia contribuir
também para a maturacao/ativacdo de fatores do parasito requeridos na invasdo.

Figura 15.1 Representagédo esquematica da atuagdo das proteases cruzipaina, oligopeptidase B e
prolil oligopeptidase do T. cruzi no processo de invasao da célula hospedeira. BF, bolsa flagelar;
N, nucleo; K, cinetoplasto; MP, membrana plasmatica; RE, reticulo endoplasmatico; CE, cito-
esqueleto; Col, colageno; Fib, fibronectina; L, lisossomo; PLC, fosfolipase C; HK, quininogénio
de alta massa molecular; K, quinina; B2K, receptor de bradiquinina; G, proteina G; la e ip,
integrinas; Cz, cruzipaina; Ob, oligopeptidase B; POP, prolil oligopeptidase

Fonte: arquivo dos drs.Jaime Santana e Izabela Bastos

2) Oligopeptidase B

A invasdo de células hospedeiras pelo T. cruzi é, sem ddvida, um processo alta-
mente eficiente que envolve a participacdo de vias de sinalizacdo bilaterais2-23 resul-
tando na entrada ativa do parasito. Além do envolvimento de proteinas de superficie
e moléculas sinalizadoras classicas, como o emaranhado sistema de quinases/fosfatases,24-27
proteases do parasito estdo intimamente relacionadas com a invasdo.3,2028 Em adicéo
a cruzipaina e a prolil oligopeptidase, o parasito dispde de outra protease-chave para
garantir sua entrada na célula mamifera, a oligopeptidase B (OpB).29,30 Sua participa-
¢do na invasdo celular ocorre por meio da geracdo de um agonista que ativa fosfolipase
C da célula hospedeira resultando na formacéo de inositol trifosfato (IP3) e, conse-
guentemente, na liberagdo de Cal+ intracelular.29,3l Ainda ndo ¢é possivel afirmar se a
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producdo do agonista ocorre no citoplasma ou no meio extracelular pela OpB secre-
tada.ll No entanto, a liberagdo do Ca?+ resulta em modificacdo do citoesqueleto, que
promove recrutamento e fusdo de lisossomos da célula hospedeira no local de ligacdo
do parasito, facilitando sua entrada (Figura 15.1). Ao contrario de muitos patdgenos
intracelulares que evitam a fusdo com os lisossomos, o T. cruzi depende da presenca
dessa organela para sobreviver, uma vez que seu ambiente acidico ativa processos fi-
siologicos essenciais que resultam na diferenciagdo de tripomastigota em amastigota, a
forma replicativa do parasito3?’33 e escape do sistema imune.34,35

A relevancia da OpB na patogenia da doencga de Chagas tem sido sugerida por
meio de varios experimentos. A utilizacdo de anticorpos especificos contra essa enzima
inibiu a sinalizacdo de Cat em células hospedeiras.23 O parasito mutante opb-/-, inca-
paz de produzir a enzima, apresentou significativa reducéo na capacidade infectante in
vitro e de estabelecer a infeccdo em camundongo.36 Em adicdo, a OpB recombinante
purificada foi capaz de restaurar a sinalizacdo de Ca?’ no mutante.36 No entanto, a
observacdo de uma atividade residual sinalizadora de Ca2+ nesse mutante sugere que 0
parasito apresenta outras vias que levam a liberacdo desse cation.

Além de ser um fator de viruléncia do parasito, a vantagem de se utilizar OpB
como alvo potencial de droga reside na auséncia de ortélogos em eucariotos superio-
res.37 Em teoria, isso facilitaria o desenvolvimento de droga seletiva, isto é, com menor
possibilidade de efeitos colaterais ao homem. Ja existem relatos de inibidores da oligo-
peptidase B38-39 além de outros estudos3740 que podem fornecer informagdes Uteis para
o aprimoramento de inibidores sintéticos mais efetivos contra o T. cruzi.

3) Dipeptidil peptidase

A dipeptidil peptidase e a prolil oligopeptidase (propriamente dita) sdo protea-
ses da familia POP. A dipeptidil peptidase IV (DPPIV, melhor caracterizada) difere
da prolil oligopeptidase (POP) por ser ativa na forma dimérica e por clivar preferen-
cialmente apds residuos de prolina em ligagdes do tipo X-Pro-Y, onde X é o residuo
N-terminal (ndo bloqueado) na cadeia peptidica e Y é qualquer residuo exceto prolina
ou hidroxiprolina. DPPIV pode clivar também X-Ala-Y e X-Hyp-Y, porém com me-
nor eficiéncia;4l seus principais substratos naturais sdo pequenos peptideos (menores
que trinta residuos) como neuropeptideo Y, glucagon e algumas citocinas.42-44

O possivel envolvimento da DPPIV na homeostase da glicose, pela inativagdo
do peptideo hormonal GLP-1 {glucagon like peptide 1), que estimula a secrecdo de
insulina, despertou o interesse de grupos farmacéuticos para o desenvolvimento de ini-
bidores especificos visando ao tratamento para diabetes do tipo 2. Dentre as moléculas
sintetizadas e testadas, os inibidores isoleucina thiazolidida, P32/98 e NVP-DPP728
apresentaram efeitos satisfatorios em ratos, tendo sido o Gltimo inibidor experimen-
tado com sucesso em humanos.45-47 A acéo especifica desses inibidores e o papel da
DPPIV no controle fisiolégico da glicose no sangue foram confirmados por meio de
silenciamento de seu gene. Camundongos homozigotos deficientes do gene da DPP-



IV apresentam reducéo da degradacdo de GLP-1, aumento dos niveis de insulina, me-
Ihora da tolerancia a glicose, reducao da hipertrofia das ilhotas pancreaticas e aumento
da sensibilidade a glicose.48'49

Em T. brucei, esta protease (DPP Tb) foi encontrada ativa tanto em formas
prociclicas como em formas sanguineas. Diferentemente da DPP 1V, a DPP Thb é
monomérica, e andlise de citolocalizacdo mostrou que ela esta presente em vesiculas
no citoplasma em torno do nucleo. Testes preliminares de inibicdo da DPP Tb pelo
inibidor da DPP IV humana indicam que este é mais eficiente sobre a enzima do para-
sito (Bastos, comunicacdo pessoal). Esses resultados representam um ponto de partida
animador para o desenvolvimento de inibidores contra essa enzima em T. brucei e em
T. cruzi.

Aminopeptidases

Essas exopeptidases estdo envolvidas em diversas funcfes celulares, tais como
a maturagdo e a renovacao protéicas, a hidrélise de peptideos reguladores hormonais
ou ndo, a modulacdo da expressdo génica e outras funcbes essenciais.50 Em coope-
racdo com endopeptidases, as aminopeptidases hidrolisam proteinas e peptideos em
aminodcidos livres. Essas metaloproteases vém sendo consideradas alvos importantes
para a producdo de drogas por causa de sua relevancia no ciclo de vida de diversos
patdgenos, como Plasmodium spp.,5152 T. bruceF e Leishmania spp.5 Além disso, tem
sido demonstrado que a vacinacdo de ovelhas com leucil aminopeptidase de Fasciola
spp induz protecao contra fasciolase, 0 que reafirma sua importancia biolégica.’s Em
bactérias, as aminopeptidases tém um papel fisiolégico importante, pois elas partici-
pam na divagem de peptideos exogenos utilizados como nutrientes na renovacdo e
na degradacdo de proteinas enddgenas. Em adigdo, algumas aminopeptidases estdo
também envolvidas no mecanismo de ativacdo do transporte de antibi6ticos dentro da
célula. Em virus como o HIV, a leucil aminopeptidase tem um papel importante no
estabelecimento da infec¢o.56

Leucil aminopeptidase constitui uma familia (M17) de aminopeptidases que
possuem dois fons divalentes (zinco em mamiferos e manganés em bactérias) atuan-
do como agentes “co-cataliticos” coordenados e estabilizados por cinco aminoacidos,
sendo a primeira familia de metalopeptidases descrita com esse mecanismo. As enzi-
mas dessa familia pertencem ao cla MC, tém atividade maxima em pH basico e sdo
inibidas por bestatina e amastatina. Além disso, apresentam preferéncia para remover
leucina da regido N-terminal de proteinas e peptideos. Existem naturalmente como
homohexameros com o sitio ativo alinhado na regido central da cavidade em forma
de disco. Em mamiferos, essa enzima € intracelular e esta envolvida na quebra de pro-
dutos resultantes da acéo de proteinases no citossol. Como exemplo, aminopeptidases
participam da divagem de peptideos produzidos pelo proteassoma para a apresentagao
de antigenos classe | induzida pelo interferon-gama.57

Plasmodiumfalciparum ¢é altamente dependente de atividade leucil aminopepti-
dolitica para completar seu ciclo de vida. Essa atividade parece ser tdo importante no
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catabolismo de hemoglobina, funcéo digestiva, quanto na regulagdo da osmolaridade
dentro do eritrdcito infectado. Bestatina, um inibidor de membros dessa familia de
aminopeptidases, bloqueia o crescimento de P.falciparum. Quando este parasita superex-
pressa a leucil aminopeptidase, torna-se mais resistente a bestatina. Esse dado indica a
importancia dessa atividade para o Plasmodium e fornece prova de que a leucil aminopep-
tidase da familia M17 é o alvo de bestatina.’8 O T. cruzi possui dois genes codificadores
de leucil aminopeptidase, os quais estdo sob estudo em nosso laboratério. Experimentos
iniciais sugerem que essas atividades enzimaticas também sdo fundamentais para o desen-
volvimento de formas do parasito (nossos dados ndo foram publicados).

Biossintese de esterois

Os lipideos sdo moléculas essenciais para a viabilidade dos organismos uma vez
que desempenham diversos papéis bioldgicos, como cofatores enzimaticos, transpor-
tadores de elétrons, ancoras hidrofébicas, horménios, mensageiros intracelulares, além
de serem grande fonte de energia. Talvez sua maior contribuicdo seja como princi-
pais componentes de membranas celulares, papel desempenhado pelos fosfolipideos
e pelos esterois. O principal esterol dos mamiferos bem como de outros animais é
o colesterol. Em contraste, seu correspondente em fungos e também no T. cruzi é o
ergosterol (Figura 15.2), essencial para a viabilidade e a proliferagdo do parasito, ja que
esses patdgenos ndo utilizam o colesterol presente em abundancia na célula hospedei-
ra. Essa diferenca metabdlica entre o parasito e 0 hospedeiro despertou a atencao de
grupos de pesquisa quanto ao emprego de inibidores da biossintese do ergosterol na
quimioterapia da doenca de Chagas.

Inibidores disponiveis comercialmente, como cetoconazol e itraconazol, alta-
mente eficazes no tratamento de doencas micdticas, ndo foram eficientes o bastante
para eliminar o parasito tanto em modelos experimentais como em humanos.53,60 No
entanto, novas moléculas derivadas de azois estdo sendo desenvolvidas, apresentando
resultados promissores por induzir a cura parasitolégica em modelos murinos, tanto
da fase aguda quanto crénica da doenca de Chagas. Os inibidores D0870 e posacona-
zol foram capazes também de erradicar formas de T. cruzi resistentes a nitrofurano e
nitroimidazélico de camundongos infectados, mesmo quando estes eram imunossu-
primidos.61,62 Esses inibidores tém como alvo a C14a esterol demetilase e apresentam
propriedades farmacocinéticas vantajosas, como meias-vidas variando de 25 a 120 ho-
ras e extenso volume de distribuigdo nos tecidos.

Outro potente alvo da via de biossintese do ergosterol é a esqualeno sintase,
enzima que catalisa a dimerizacdo redutora de duas moléculas de farnesil pirofosfato
para formagdo do esqualeno, precursor de esterdis.64 Recentemente, foram testados
dois inibidores de esqualeno sintase a base de quinuclidina, 0 E5700 e 0 ER119884,
que estdo em fase de estudo para diminuicao de colesterol e triglicerideos em humanos
(Eisai Company,Japdo). Ambas as moléculas apresentam alta atividade anti-7? cruzi in
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Fonte: Hankins et al., 2005

vitro bloqueando a proliferagdo do parasita, porém E5700 é mais potente na supressao
da parasitemia em camundongos em tratamento com 50 mg/kg/dia.t5 Apesar de essas
moléculas nao erradicarem a infeccdo, mesmo apds trinta dias de tratamento, os pes-
quisadores acreditam que a combinagdo destas com derivados de azdis possa promover

a cura parasitolégica completa em modelo animal.
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Poliaminas

As poliaminas - putrescina, espermidina e espermina - sao moléculas positiva-
mente carregadas encontradas nas células de forma ubiqua. Elas desempenham fun-
¢Bes cruciais e variadas em processos como divisdo e diferenciacdo celular, atuam como
cofatores para a sintese de macromoléculas e como estabilizadores conformacionais de
acidos nucléicos. Em razdo de suas importantes fungdes, a via de sintese de poliaminas
é um continuo objeto de estudos em tumores e parasitas visando ao desenvolvimento
de novos medicamentos.66

De uma forma ampla, a principal diferenca no metabolismo das poliaminas en-
tre tripanossomatideos e mamiferos estd na meia-vida das enzimas, como a ornitina
descarboxilase (ODC) e a S-adenosilmetionina descarboxilase (Figura 15.2), sendo
curta no mamifero e longa nos tripanossomatideos.67,68

Via de salvacédo de purinas

Outro fator a ser considerado é que a sintese de poliaminas esta intimamente
associada a via de salvagdo de purinas, que constitui outro alvo potencial para a agao
de drogas. Ja foi demonstrado em diversos estudos que os tripanossomatideos ndo
apresentam a maquinaria molecular necessaria para a sintese de novo de purinas. Tal
caracteristica foi confirmada por meio do seqlienciamento do genoma dos parasitos
T. brucei e T. cruzi, caracterizando uma dependéncia desses organismos da via de sal-
vagao para suprir suas necessidades metabdlicas.69,70 Por causa dessa caracteristica e da
longa separacdo filogenética entre hospedeiro e parasito, as diferengas entre as enzimas
dessa via podem ser exploradas no desenvolvimento de inibidores especificos e de ana-
logos de substrato. Além disso, as células do hospedeiro apresentam a sintese de novo
que permite superar uma eventual inibicdo da sua via de salvacéo.ll

Uma enzima que estd envolvida na via de salvagdo de purinas é a metiltioa-
denosina fosforilase (MTAF, Figura 15.3). Essa proteina cliva a metiltioadenosina
(MTA), subproduto da sintese de poliaminas, em metiltioribose-I-fosfato (MTR-1P)
e adenina, sendo a Ultima tornada disponivel para a célula. Essa enzima constitui um
bom alvo de drogas, como demonstrado em pesquisa com HETA, analogo de MTA,;
animais infectados com T. brucei ou T. rhodesiense tratados com essa molécula torna-
ram-se parasitologicamente curados. Além disso, o fato de a enzima dos mamiferos
apresentar uma alta especificidade pelo MTA, ndo clivando seus analogos, permite
maior seletividade contra os tripanossomos.72,73 Até o presente momento, a agéo desse
analogo néo foi testada contra 7? cruzi. As caracteristicas moleculares e funcionais da
MTAF de T. cruzi estdo sendo estudadas com énfase no desenho de drogas a partir de
sua estrutura tridimensional.

Outra enzima participante dessa via, que também constitui interessante alvo de
droga, é a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HPRT). Ela é responsavel pela
salvacdo das bases hipoxantina e guanina do conjunto de nutrientes para seu uso na
sintese dos nucleotideos purinicos.74,75 Testado, o alopurinol demonstrou inibigcdo do



Sintese de Proteinas

Figura 15.3 As vias de sintese de poliaminas do balango oxi-redutor e de salvagdo de purinas
sdo integradas e interdependentes no T. cruzi
Fonte: arquivos dos drs. Jaime Santana e Izabela Bastos
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crescimento de epimastigotas e conseguiu prolongar o tempo de sobrevivéncia de ca-
mundongos infectados.76,77 Essa droga, usualmente utilizada para tratamento da gota,
atua interrompendo a sintese de RNA e conseqiientemente de proteina, pois é trans-
formada em um analogo de base purinica que, ao ser incorporado na fita de DNA
nascente, bloqueia sua sintese. Contudo, o alopurinol ndo se mostrou eficiente contra
T. cruzi virulento.60,76-79 Além desse, 0 composto 6-(2,2-Dicloroacetamida) criseno
revelou-se um inibidor seletivo da enzima de T. cruzi, comparativamente a enzima hu-
mana.8) Outros 16 potentes inibidores foram identificados com base na conformacéo
tridimensional da proteina, um exemplo de desenvolvimento de novas drogas.s!

Por causa da sobreposicdo das vias de sintese de poliaminas e da salvagao de
purinas (Figura 15.3), a inibicdo da primeira causaria também o bloqueio da sintese
de MTA e, subsequentemente, aumentaria a utilizacio e a toxicidade de substratos
subversivos da MTAF. Logo, a combinacdo de ambas as estratégias poderia acarretar
um efeito sinérgico contra os tripanossomos.T!

Balan¢o redutor/oxidativo

A tripanotiona ¢ a poliamina responsavel pela protecdo dos parasitos dos géne-
ros Trypanosoma e Leishmania contra radicais livres e pela manutengdo de ambientes
intracelulares reduzidos. 8283 A via de reducdo da tripanotiona oxidada para a forma
reduzida é mediada pela tripanotiona redutase (TR) (Figura 15.3). Considera-se essa
via um alvo promissor para desenvolvimento de drogas em decorréncia de sua auséncia
em células de mamiferos e do fato de o 7? brucei se tornar ndo virulento e com suscep-
tibilidade aumentada ao estresse oxidativo quando apresenta TR deficiente.84-87

A TR de T cruzija teve sua estrutura tridimensional resolvida, o que permitiu
uma analise virtual do potencial inibitério dos compostos comercialmente disponiveis.
Essa abordagem resultou na identificacdo da clorohexidina como eficiente inibidor da
enzima desse organismo.88 Apds modificagcdes quimicas, conseguiu-se melhorar a agéo
da clorohexidina e obteve-se maior atividade tdxica sobre células de T. bruceiN

Outro grupo que mostrou atividade inibitéria contra a TR de T. cruzi e outros
parasitos foi 0 da cloropromazina. Esse composto, ap6s modificagcdes na sua estrutura,
causou reducao progressiva no nimero de células.90,91 Testes utilizando derivados de
5-nitrofuril contra aTR de T. cruzi também demonstraram a inibigdo completa da re-
plicacéo do parasito.83 Corroborando a importancia dessa enzima como alvo de droga,
foi demonstrado que uma das drogas mais utilizadas para tratar pacientes infectados
por Leishmania spp atua inibindo aTR como também causando um efluxo de tripano-
tiona e glutationa, comprometendo o potencial redutor intracelular.9

Metabolismo de acgucares

Os cinetoplastideos T. cruzi, T. brucei e Leishmania spp séo altamente dependen-
tes da via glicolitica, glicélise ou quebra da glicose, para suprir suas necessidades de



energia. A maioria das dez enzimas que comp8em a glicélise e varias daquelas da via
pentose fosfato localizam-se em uma organela chamada glicossoma. Essa comparti-
mentalizacdo ndo é observada no mamifero, o que resulta em regulacdo diferenciada
do fluxo de substratos e produtos. A via pentose fosfato emprega agtcares como subs-
tratos para sintetizar D-ribose-5-fosfato, 0 qual é importante para sintese de DNA
e NADPH, uma molécula essencial na defesa contra estresse oxidativo. As enzimas
dessas duas importantes vias metabdlicas de cinetoplastideos possuem propriedades
cinéticas e estruturais que as diferem das enzimas correspondentes nos mamiferos.
Esse cenario faz do glicossomo um alvo quimioterapéutico potencial. A auséncia de
atividade de enzimas localizadas no glicossomo levaria esses parasitos a escassez de
energia e ao descontrole do delicado balan¢o 6xido-redutor. Recentemente, a resolu-
¢édo da estrutura tridimensional da glucose-6-fosfato isomerase (GFI) de L. mexicana,
uma enzima que liga a glicdlise a via pentose fosfato, revelou propriedades moleculares
Unicas, que poderiam ser exploradas visando ao desenvolvimento de inibidores.%3

Outro ponto interessante no catabolismo de glicose é aquele catalisado pela
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (FPC) que converte reversivelmente a des-
carboxilacdo e a fosforilacdo reversivel de oxalacetato produzindo fosfoenolpiruvato.
Esse parece ser um importante mecanismo de ligacdo do metabolismo da glicose ao de
aminoacidos. A inibicdo dessa enzima poderia resultar em perda da flexibilidade dos
cinetoplastideos em utilizarem acgUcares e aminoacidos como fonte de energia. A reso-
lugdo da estrutura tridimensional da FPC de T. cruzi trouxe novas bases para desenho
racional de inibidores especificos, pois revelou diferencas importantes em relacdo ao
homologo humano.%

Consideracg6es finais

As caracteristicas do ciclo de vida do T. cruzi precisam ser levadas em conta
para se estabelecer boas estratégias de identificacdo de alvos de drogas. Enzimas que
participam ativamente do processo de entrada do parasito na célula mamifera sdo
naturalmente bons candidatos. Assim, a POPTc80 e a oligopeptidase B sdo enzimas-
chaves nessa primeira e crucial etapa do ciclo bioldgico desse protozoario no hospe-
deiro vertebrado. Apo6s a invaséo celular, as formas tripomastigotas de T. cruzi precisam
se diferenciar em amastigotas (amastigogénese). Caso isso ndo ocorra, 0 parasito nao
pode dar prosseguimento a seu ciclo de vida. A bioquimica da transformacéo de tri-
pomastigota para amastigota ainda é desconhecida. Sabe-se, entretanto, que a inibicéo
de fosfatases e a consequiente ativagdo de quinases sdo eventos bioquimicos que ante-
cedem a transformacdo.33 A inibicéo desse processo fisioldgico tdo importante na vida
do parasito seria de boa valia na busca de tratamento da infecgdo pelo T. cruzi. Agora,
¢ hora de as formas amastigotas cumprirem seu papel: entrar em divisdo, resultando no
aumento significativo do nimero de parasitas. Como em todo processo de crescimen-
to, 0 metabolismo é altamente ativado, ocorrendo intensa sintese das mais diferentes
moléculas, como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos. Ainda, ha neces-
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sidade de degradar acucares, principalmente glicose, para produzir a energia necessa-
ria para 0 anabolismo. E natural pensar que as formas amastigotas sejam altamente
dependentes de atividades enzimaticas envolvidas na sua fisiologia. Por exemplo, a
inibicdo de enzimas-chaves do catabolismo de acglcares (enzimas do glicossomo), da
sintese de lipideos (Cl4a esterol demetilase e farnesil pirofosfato), da digestdo de
proteinas internalizadas do hospedeiro (cruzipaina, catepsina B e aminopeptidases)
poderia resultar em interrupgdo do crescimento do parasito. Apds povoar a célula, as
formas amastigotas precisam se diferenciar em tripomastigotas (tripomastigogénese)
para, entdo, sair da célula e infectar outras, reiniciando o ciclo. Esse processo ainda é
menos conhecido que as outras transformagdes do parasito. A identificacdo de ativida-
des enzimaticas (Figura 15.4) essenciais para a realizacdo de etapa vital no ciclo de vida
do T. cruzi poderia coincidir com a identificacdo de novos alvos de drogas.

Sinalizagéo e
entrada

~Diferenciagao
Diferenciagéo em
tripomastigotas em amastigota

y 4

Figura 15.4 Etapas cruciais da interagdo do T. cruzi com a célula hospedeira nédo fagocitica.
A inibicdo de enzimas envolvidas nesses processos fisiolégicos resultaria na interrupcéo do
ciclo de vida do parasito, representando uma forma eficiente de tratamento da doenca de
Chagas

Fonte: arquivo dos drs. Jaime Santana e Izabela Bastos

Na&o se pode esperar que o T. cruzi se comporte igualmente nos diferentes hos-
pedeiros vertebrados e, também, nas diferentes células que infecta. Tratando-se de um
parasito complexo e bem adaptado, ele pode, ou mesmo deve, utilizar vias diferentes
de infeccdo e até de diferenciacdo segundo o meio ambiente. Assim, é correto imaginar



que a melhor estratégia para o desenvolvimento de drogas para tratar a doenca de
Chagas reside na concepcao plural de farmacos, ou seja, considerar como alvos varias
enzimas, se possivel de processos fisiologicos diferentes. Dessa forma, um coquetel
de drogas contra diversos alvos poderia vir a ser o procedimento correto para tratar
a infeccdo pelo T. cruzi. A erradicacdo definitiva do parasito de paciente chagasico
seria um marco na avaliacdo da importancia do parasito nas manifestacdes crénicas
da doenca.

Abstract

Scientific progress has provided the means for the identification and characte-
rization of specific targets for the development of drugs for Chagas disease therapy.
The first crucial step of this protozoan life-cycle within the vertebrate host is the
process of entry into a cell. Enzymes actively participating in this process are natu-
rally good drug-target candidates. Right after cell invasion, trypomastigote forms of
T. cruzi must differentiate into amastigotes so as to proceed in their life-cycle. The
inhibition of key enzymes from the sugar metabolism, the lipids synthesis, the diges-
tion of host-internalized proteins and also from the purines salvation pathway could
hinder parasite growth, thus placing these enzymes as potential drug targets. Once the
cell is populated, amastigotes must differentiate into trypomastigotes, which will then
leave the cell to infect others and hence restart the cycle. As awell-adapted parasite, T.
cruzi can, or must, use different pathways for infection and differentiation according
to environmental conditions. Therefore, the best strategy for the development ofdrugs
for Chagas disease therapy is the plural conception of drugs, that is, to consider several
enzymes as targets, if possible, enzymes involved in different physiological processes.
So, a drug cocktail against different targets could be the best course ofaction to treat T.
cruzi infections. Another important step in drug development is the determination of
the target's tridimensional structure. The knowledge of its architecture facilitates the
rational design of molecules from the active site. This strategy could provide drugs not
only efficient but also with low side effects for the treatment of Chagas disease.
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Glossario

Acetilcolinesterase: Enzima que catalisa a divagem da acetilcolina em colina e ace-
tates. No sistema nervoso esta enzima desempenha uma funcéo na jungdo neuromus-
cular periférica.

Agente etiolégico: Micrdbio causador ou responsavel pela origem da doenca. Pode ser
virus, bactéria, fungo, protozoario ou helminto.

Aldosterona: Hormonio da glandula supra-renal. Promove a reabsor¢édo do sédio no
tibulo distal do rim e controla o volume circulante de sangue.

Alogénico: Refere-se a individuos possuidores de diferencas génicas.

Amastigota: Forma do Trypanosoma cruzi que se multiplica no interior da célula do
hospedeiro mamifero.

Aneuploidia: Qualquer nimero cromossdmico que nao seja um multiplo exato do
nimero hapldide ou uma pessoa com um ndmero cromossdmico aneuploide.

Angiotensina: Oligopeptideo com efeito vasoconstritor.

Aquisicdo primaria: Aquela que passou diretamente, p. ex., do barbeiro para os pri-
meiros hospedeiros mamiferos.

Aquisicdo secundaria: Aquela que sucede o primeiro estagio, p. ex., secundaria no
homem porque existia primariamente nos mamiferos silvestres.

Autéctone: Indigena nascido na prépria terra em que vive,
Axénica: Com um Gnico tipo de célula em crescimento, sem contaminante.

Berenice: Nome que se deu ao Trypanosoma cruzi isolado pelo dr. Carlos Chagas do
sangue de uma criancinha com este nome.

Betabloqueador: Droga que bloqueia receptor beta na membrana das células do co-
racéo.
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Bodonida: Protozodrio cinetoplastida parasita de peixes e anfibios, p. ex., Boldo saltans,
o mais provavel ancestral do Trypanosoma cruzi.

Bomba cibarial: Estrutura reguladora da sucgio no ato alimentar do inseto.
Cardiovagal: Reflexo do coragio dependente do nervo vago parassimpitico.

Catecolaminas: Bioaminas com efeitos excitatérios e inibitérios dos sistemas nervoso
central e periférico. As principais catecolaminas sio a norepinefrina, a epinefrina e a
dopamina.

Cisteino-protease: Ver protease.

Colinérgico: Estimulo transmitido pela acetilcolina na placa que liga o nervo 4 mem-
brana muscular.

Criptobiida: Protozoirio flagelado ancestral dos cinetoplastidas.

Diaforase dinucleotidica nicotinamida adenina: Enzima que faz a sintese do 6xido
nitrico.

Digitalico: Droga usada no tratamento de doenga do coragio, tipos arritmia e insufi-
ciéncia cardiaca. O digitalico inibe a bomba de s6dio na membrana das células.

Disfagia: Dificuldade na deglutigio.

Ecétopo: Determinado tipo de habitat dentro de uma drea geografica ampla, meio
ambiente de um ecossistema ou conjunto de Aabitats em que uma determinada espécie
vive.

Endemia: Doenga particular a um povo ou a uma regido por motivo de uma causa

local.

Endossoma: Organela ou vesicula celular que acumula proteinas de pH écido.
Enzootia: Epidemia periddica nos animais em certos paises ou regides.
Epicardio: A limina que reveste o coragio.

Epigastralgia: Dor no epigistrio, regidio do abdome logo abaixo do esterno.

Epimastigota: Forma replicativa do Trypanosoma cruzi encontrada na porgio anterior
do intestino do triatomineo.

Epitopo: Local da molécula do antigeno reconhecido pelo anticorpo, também deno-
minado determinante antigénico.

Estercoraria: Refere-se aos tripanossomos que completam o ciclo de vida no intestino
posterior do inseto, p. ex., Trypanosoma cruzi.



Estimulo colinérgico: Estimulo transmitido de uma célula a outra através do
neurotransmissor acetilcolina.

Extensor digitorum brevis: Musculo no dorso do pé.
Falossoma: Orgéo genital.

Feixe de His: Pequeno feixe de fibras especializadas da musculatura cardiaca que se
origina no nodulo atrioventricular e estende-se pela porcdo membranécea do septo
interventricular.

Hibridizacdo in situ: Técnica que identifica um DNA complementar em sua nova
localizagdo. A identificacdo é feita por uma sonda (fita simples de RNA ou DNA)
marcada com fluorocromo.

Hipocinesia: Movimento diminuido ou lento da musculatura do corpo.
Hipoestesia sensorial: Diminuicdo dos reflexos de sensibilidade.

Hipoténar: Conjunto de pequenos musculos cujos ventres formam a eminéncia hipo-
ténar na regido antero-interna da médo. Os movimentos do 5fl dedo, nomeadamente a
aducdo, tendem a fazer aumentar o volume destes musculos.

ICAM-1: Molécula de adesdo intercelular.

Imino: Grupamento (-NH-) que substitui um grupo amino (-NH2) no aminoacido
prolina. Os demais aminoacidos apresentam na sua molécula um grupo amino e um
grupo carboxila (-COOH).

Integrina: Molécula de adesdo dependente de célcio que permite a interacdo de célu-
las com a matriz extracelular.

Intramural: O que se encontra dentro da parede, por exemplo, do ventriculo no co-
racéo.

LINE: Siglaem inglés (Long Interspersed Nuclear Elements) para designar elemen-
tos méveis (retrotransposons) presentes no genoma de animais e plantas.

Macroéfago ED1+ e ED2+: Marcadores que identificam moléculas especificas na
membrana da célula.

Marcador genotipico: Identifica um locus caracteristico do genoma.

Maxicirculo: Seqiiénciade DNA do cinetoplasto que se parece a corda de puxar a rede
de minicirculos.

Metaloprotease: Ver protease.

Mimetismo molecular: Propriedade da estrutura de uma molécula imitando ou simu-
lando o que lhe parece similar.
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Minicirculo: Estrutura de DNA circular que forma uma rede (cinetoplasto) na mito-
condria do T. cruzi.

Miocitoélise: Lise da célula muscular rejeitada pelo sistema imune.

ORF: Sigla em inglés (Open Reading Frame) traduzida como fase aberta de leitura
de um gene codificador de proteina.

Ortoélogo: Gene ou cromossomo de diferentes espécies que evoluiram de um ancestral
comum, apresentando sequéncia e fungdo similar.

Parestesia: Desordem nervosa caracterizada por sensagdes anormais e alucinacfes
sensoriais.

PCR: Sigla em inglés (Polymerase Chain Reaction) para a reacdo em cadeia da poli-
merase. A técnica consiste em ciclos de desnaturagéo, anelamento de primers iniciado-
res e extensdo da fita que se quer amplificar pela enzima DNA polimerase.

Piretroide: Inseticida usado no combate aos triatomineos no domicilio e no perido-
micilio.

Proteases: Enzimas que hidrolisam as ligacGes peptidicas entre aminoacidos. Podem
ser classificadas de acordo com a presenga do aminoécido (cisteino, aspartico ou seri-
no-protease) ou de um metal no sitio catalitico (metaloprotease).

QRS: Uma onda tipica no registro eletrocardiogréfico.

5’-RACE: Sigla originada do inglés (Rapid Amplification of cDNA End) que sig-
nifica uma estratégia de PCR para amplificagdo de DNA com ajuda de seqiiéncias
aneladoras caracteristicas.

Simbiose: Associagdo intima entre dois seres vivos com proveito mutuo.

Simbioticismo: Relacionamento ecoldgico e fisico entre dois tipos de organismos,
constituindo a mais intima das associa¢0es entre seres vivos.

Sinal de Romana: Inchago ocular endurecido, bipalpebral e unilateral, indicativo da
infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi.

SINE: Sigla em inglés para os elementos curtos repetidos ho genoma de animais e
plantas.

Singénico: Refere-se a individuos geneticamente idénticos.
Sintopia: Convivéncia no mesmo nicho ecolégico.
Sinusal: Nodulo sinusal onde nascem os estimulos elétricos nas auriculas.

Sistema biolégico limpo: Aquele que ndo deixa possibilidade de contaminacgéo.



SN parassimpatico: Sistema nervoso antagonista do SN simpatico.

SN simpético: Sistema nervoso simpatico que regula os estimulos da vida vegetativa
ou inconsciente.

Soleus: Musculo formador da panturrilha juntamente com o gastrocnémio.
SSUrRNA: Pequena subunidade de RNA ribossomal usada em andlise filogenética.
T e ST: Ondas que identificam aspectos da conducdo elétrica no coracéo.

Taxa: Plural de taxon, forma abreviada de taxonomia (ciéncia da classificacdo dos seres
Vivos).

Ténar: Conjunto de pequenos musculos cujos ventres formam a eminéncia ténar na
regido antero-externa da mdo. Os movimentos do polegar, nomeadamente a aducéo,
tendem a fazer aumentar o volume destes musculos.

Testes NAT: Teste de acidos nucléicos que identifica marcador molecular.

Transferéncia passiva: Consiste na reproducdo de uma situagdo pela simples passa-
gem de células de um individuo imune para outro ndo imune.

Tripomastigota: Forma infectante (metaciclica), ndo replicativa do Trypanosoma cruzi
que se diferencia da epimastigota ou da amastigota intracelular. As formas tripomasti-
gotas sdo encontradas no sangue ou no fluido intersticial do mamifero hospedador.

Tulahuén: Nome que se deu ao Trypanosoma cruzi isolado na localidade.

Unidade minima de rejeicdo: Identifica o ataque de células do sistema imune levando
a rejeigdo da fibra muscular ndo parasitada no chagasico.

Xenodiagnéstico: Diagndstico feito mediante utilizagdo de um elemento estranho
(xeno), como aquele que emprega o barbeiro para isolar e identificar o Trypanosoma
cruzi no sangue do individuo suspeito de ter a doenca de Chagas.

Zimodema: Padrdo de bandas de proteinas (enzimas) separadas pela eletroforese de
uma célula ou individuo.

Zoomastigophorea: Classe de protozoarios que inclui a ordem Cinetoplastida; fami-
lia Trypanosomatidae; género Trypanosoma; espécie Trypanosoma cruzi.
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Em Doenca de Chagas e evolucdo, o leitor encontra conhecimento cientifico atualizado, escrito
de forma clara e sucinta para especialistas e curiosos, principalmente para o chagésico e sua
familia. Nele o leitor apreciara os elementos envolvidos na doenca de Chagas resultantes
de longa cadeia evolutiva, postos juntos pela circunstancia hd 90 milhGes de anos. Hoje, a
infec¢do alcanca potencialmente 1.150 espécies de mamiferos permissivos ao protozoario
Trypanosoma cruzi transmitido pelo triatomineo, popularmente conhecido como barbeiro,
inseto hematéfago que desjejua na pele da face. O amerindio entrou nessa cadeia de
transmissdo ha 9 mil anos. Ao chegarem ao novo continente ha cerca de 500 anos, 0s
colonizadores europeus e africanos rapidamente adquiriram a infeccao, finalmente descoberta
por Carlos Chagas ha apenas um século. Hoje, essa doenga faz parte da histdria das familias
que habitam o continente latino-americano ha trés ou mais geragdes, cujos entes sucumbiram
ao mal de Chagas. Presentemente, o tratamento é insatisfatorio. Porém, a pesquisa continua
produzindo conhecimento e ferramentas usadas no combate a infecgdo. O desalojamento dos
barbeiros das residéncias humanas em alguns ecossistemas reduziu os niveis de infecgdo
espetacularmente. Aspectos intrincados da doenca sdo aqueles que se associam a produgdo
das lesBes no coracdo, no tubo digestivo e no sistema nervoso periférico em um terco dos
18 milhGes de pessoas infectadas pelo T. cruzi. O assunto esta analisado detalhadamente
neste livro, cujas ilustracdes facilitam a compreenséo e geram curiosidade crescente no leitor.
Nesse passo da ciéncia, verifica-se que 0 controle, o tratamento e a profilaxia da doenca de
Chagas poderéo ser alcancados. O livro mostra como o conhecimento sobre a doenga de
Chagas - que produz 100 mil mortes por ano e deixa atras um quadro sombrio de orfandade
e desolagdo - podera contribuir para minimizar o pavor que esse flagelo ainda provoca.
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